











Empagliflozin normalizes the size and number of mitochondria 
and prevents reduction in mitochondrial size after myocardial 
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 最近の大規模臨床試験で sodium glucose cotransporter 2 (SGLT2) 阻害薬が糖尿病患者
において心不全を予防することが示されたが、その機序は不明である。最近我々は 2
型糖尿病モデルラットである Otsuka-Long-Evans-Tokushima fatty rat (OLETF) では、非糖
尿病対照ラットである Long-Evans-Tokushima-Otsuka rat (LETO) と比較して、急性心筋梗











こで本研究では、糖尿病および Empa がMI 後非梗塞域における心筋超微細構造へ及ぼ
す影響をミトコンドリアに焦点を当てて検討した。 
研究方法 
本研究では 25～30 週齢の OLETF と LETO を用いた。 
［実験 1］SGLT2 阻害薬が MI 後非梗塞域における心筋細胞のミトコンドリア形態、
autophagic vacuoles (AVs) に及ぼす影響の検討 
 浸透圧ポンプを用いて LETOと OLETFに Empa (10 mg/kg/day) または vehicleを 2週間






子顕微鏡による観察のため、組織の一部を 2.5%グルタルアルデヒド/0.1 M カコジル酸
バッファー内で固定した。残りの組織を液体窒素にて凍結後に－80℃で保存した。 
［実験 1-1］ミトコンドリア面積・数・サイズの評価：本研究では intermyofibrillar 
mitochondria を評価した。各個体から無作為に選択した 10視野の透過型電子顕微鏡写
真 (15000 x, 9.3 μm x 9.3 μm) を撮像し、各群 5-6匹 (N=50-60) を用いて心筋細胞にお
けるミトコンドリア総面積 (%)、単位面積当たりのミトコンドリア数 (個/μm2)、およ
び個々のミトコンドリアの面積 (μm2) を算出した。 
［実験 1-2］ AVs 数の評価：各個体から無作為に選択した 5 視野の電子顕微鏡写真 




コンドリア分裂に関わる mitochondrial fission protein 1 (Fis1) および dynamin-related 
protein 1 (Drp1)、またミトコンドリア融合に関わる mitofusin 1 (Mfn1)、Mfn2 および optic 
atrophy-1 (OPA1) の蛋白量、リン酸化レベルを定量評価した。 
［実験 3］マイトファジー調節因子の検討 
実験 1 で採取した非梗塞域の心筋組織を用いて、マイトファジー調節因子である
Bnip3 の蛋白量・mRNA量および ParkinのmRNA量を評価した。 
［実験 4］SGLT2 阻害薬が非梗塞域心筋細胞の脂肪滴に及ぼす影響の検討 
実験 1-1 で撮像した電子顕微鏡写真 (15,000 x, 9.3 μm x 9.3 μm) を用いて、心筋細胞に
おける脂肪滴の面積 (%)、単位面積当たりの脂肪滴数 (個/μm2)、および個々の脂肪滴
面積 (μm2) を算出した。また心筋組織内の中性脂肪量を測定した。 
研究成績 
［実験 1］絶食 12時間後の手術前の時点で、OLETF の体重と空腹時血糖値は LETOと比
較し高値であった。Empa は OLETF の体重に影響を与えなかったが、空腹時血糖値を有
意に低下させた。術後 12 時間の時点では、血糖と血清中性脂肪は OLETFにおいて LETO
よりも高値であり、MIによる影響を受けなかったが、Empa 投与により低下した。 
［実験 1-1］電子顕微鏡写真を用いて算出した総ミトコンドリア面積は、sham 手術を
行った 3 群間で差がなかった (LETO-sham 群: 37.7±0.9 %、OLEFT-sham 群: 38.8±0.9 %、
OLETF-Empa-sham 群: 36.8±0.9 %) が、MI により LETO と OLETF のいずれにおいても有意
に低下した (LETO-MI群: 34.7±0.9 %、OLETF-MI群: 35.5±0.9 %)。一方 Empa投与群では
MI による変化はなかった  (OLETF-Empa-MI 群: 37.8±0.9 %)。ミトコンドリア数は





イズは sham 手術をおこなった 3 群で差はなかったが (LETO-sham 群: 0.62±0.02 μm2、
OLEFT-sham 群: 0.58±0.03 μm2、OLETF-Empa-sham 群: 0.57±0.02 μm2)、度数分布解析では、
0.20 μm2未満のミトコンドリアが LETO-sham と比較し OLETF-sham で有意に多かった。
OLETFではMI後にミトコンドリアサイズが有意に縮小 (OLETF-MI群: 0.51±0.02 μm2) し
たが、LETO および Empa 投与 OLETF では MI による有意なミトコンドリアサイズの縮
小は認めなかった。 
［実験 1-2］電子顕微鏡で観察した非梗塞域心筋の AVs の数は、sham の 3 群間では差
がなかった。MI は LETOにおいては AVs 数に影響を与えなかったが、OLETF では有意に
減少させた。MI による OLETFにおける AVs の減少は Empa 投与により抑制された。 
［実験 2］Fis1蛋白レベルは、LETO-sham 群と比較して OLETF-sham 群で 1.7 倍と有意に
増加していたが、Empa 投与はその増加を抑制した。LETO では sham 群と比較して MI
群において Fis1蛋白レベルは 1.4 倍に有意に増加していた。一方 OLETFでは MI による
変化は認められなかった。ミトコンドリア分裂を促進する Drp1-Ser616 リン酸化は、
sham 群間では差がなかった。MI による Drp1-Ser616 リン酸化レベルの変化は、LETO
では 1.5 倍の上昇に留まったのに対し、OLETF では 2.6 倍と有意に上昇した。一方、
OLETF-Empa-MI 群では変化を認めなかった。総 Drp1 蛋白レベルおよびミトコンドリア
分裂を抑制する Drp1-Ser637 のリン酸化レベルは 6 群間で差がなかった。またミトコン
ドリア融合に作用するMfn1、Mfn2およびOPA1の蛋白レベルは 6群間で差はなかった。 
［実験 3］Bnip3 蛋白レベルは LETO-sham 群と比較して OLETF-sham 群では変化がなか
ったが、OLETF-Empa-sham 群で 3.4 倍と有意に増加していた。MI による変化はいずれ
の群でも認めなかった。 Bnip3 の mRNA レベルも LETO-sham 群と比較して
OLETF-Empa-sham 群で 2.0 倍と有意に高かった。Parkin mRNA レベルは sham の 3 群で
差がなく、LETO では MI により低下したが、OLETF と OLETF-Empa では MI による変化
はなかった。 
［実験 4］電子顕微鏡による心筋細胞内脂肪滴の総面積は LETO-sham 群 (0.34±0.07 %) 
と比較して OLETF-sham 群 (0.83±0.11 %) で有意に大きく、OLETF に Empa を投与する
ことによりさらに増加した (OLETF-Empa-sham: 2.30±0.21 %)。MI による脂肪滴面積の変
化はいずれの群でも認めなかった。脂肪滴数も LETO と比較して OLETF で多く、Empa
投与によりさらに増加した。同様に心筋組織の中性脂肪量も、LETO-sham 群と比較し
て OLETF-sham 群で有意に多く、Empa 投与でさらに増加したが、MI による変化は認め
なかった。 
考察 










従って増加した Fis1 によるミトコンドリア分裂促進が OLETF でのミトコンドリア断片
化の機序の一つと考えられた。 
MI 後の急性期に非梗塞域心筋が曝される圧負荷や容量負荷がミトコンドリア形態
に及ぼす影響は十分検討されていない。本研究において、LETO では MI 後に Fis1 が増
加し、これに伴いミトコンドリアサイズが減少していた。またMI 後のミトコンドリア
サイズ減少の程度は OLETF でより高く、ミトコンドリア分裂を促進する Drp1-Ser616




られる。また、Empa が血糖降下を介して Fis1 増加を抑制したことや、抗酸化蛋白の発
現増加により酸化ストレスを軽減したことがミトコンドリア分裂の抑制に寄与した可
能性がある。さらに、Bnip3 の発現も Empa により増加したことから、マイトファジー
による断片化した障害ミトコンドリアの効率的な除去がミトコンドリア数の低下やサ
イズの維持に寄与した可能性がある。 
本研究で観察された Empa による心筋細胞内の脂肪滴・中性脂肪増加は、SGLT2 阻害
により増加した血中の遊離脂肪酸が心筋細胞へ取り込まれた結果かもしれない。また
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も抑制した。これらは Fis1 や Drp1-Ser616 リン酸化によるミトコンドリア分裂の抑制
と Bnip3 発現亢進によるオートファジーの回復によると考えられた。本研究は、SGLT2
阻害薬が糖尿病症例での心不全を抑制する機序のひとつとして、ミトコンドリア形態や
数の保護が寄与している可能性を示したものであり、博士の学位授与に値すると評価さ
れた。 
 
